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1.1. Enfermedad de Alzheimer 
La demencia se define como una falla adquirida y progresiva de la función cerebral, lo 
suficientemente grave para interferir en las actividades de la vida del individuo [1]. La 
Enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa más común de demencia en ancianos, 
representando del 60-70% de todos los casos de demencia [2].  
La EA, que lleva el nombre del psiquiatra alemán Alois Alzheimer, se identificó por primera 
vez hace más de 100 años, pero la investigación de sus causas, factores de riesgo y 
tratamiento ha cobrado impulso en los últimos 30 años [3]. Aunque las investigaciones han 
revelado mucho sobre la EA, las alteraciones fisiológicas que pudieran explicar el desarrollo 
de la enfermedad siguen siendo en gran parte desconocidos [4].  
El principal factor de riesgo para la EA es la edad. La incidencia de la enfermedad se duplica 
cada 5 años después de los 65 años de edad, con 1275 nuevos casos por año por cada 
100,000 personas mayores de 65 años [5]. Se estima que la EA ha costado al mundo $604 
billones de dólares solo en el año 2010. Estos números son asombrosos, particularmente a 
la luz de las predicciones de que el número mundial de casos de EA, que actualmente se 
estima en 36 millones, se triplicara para el 2050 [6]. 
1.2. Epidemiología de la Enfermedad de Alzheimer en el mundo  
La ocurrencia de una enfermedad se puede medir como una proporción de personas 
afectadas por la enfermedad en una población definida en un punto de tiempo específico 
(prevalencia), o como el número de nuevos casos que se producen durante un período de 
tiempo específico en una población de riesgo para el desarrollo de la enfermedad 
(incidencia). La prevalencia refleja la carga de salud pública de la enfermedad, mientras que 
la incidencia indica el riesgo de desarrollar esta enfermedad. La prevalencia es determinada 
por la incidencia y la duración de la enfermedad, y en ciertas circunstancias, la prevalencia 
se puede estimar como la incidencia x duración media de la enfermedad [4].  
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Prevalencia: Datos agrupados de estudios basados en la población Europea, sugiere que la 
prevalencia estandarizada por edad en personas mayores de 65 años fue de 4.4% para la EA 
[7]. En los EE.UU., se conoce que personas mayores de 70 años presentan una prevalencia 
de 9.7% [8]. 
Mientras que en China, un meta-análisis que incluyó 18 estudios durante 1990-2010 mostró 
una prevalencia de 1.9% [9].    
La epidemiología de la EA en los países de bajos y medianos ingresos ha llamado mucho la 
atención en los últimos años. Una revisión sistemática estima que la prevalencia global de la 
EA en los países en desarrollo fue del 3.4% [10].  
Incidencia: La tasa de incidencia combinada de la EA entre las personas mayores de 65 años 
en Europa fue de 19.4% por cada 1000 personas por año [11]. Los datos agrupados de dos 
estudios a gran escala  en personas mayores de 65 años en las áreas de Seattle y Baltimore 
EE.UU. dieron una tasa de incidencia de la EA de 15 por cada 1000 personas por año [12, 13]. 
La incidencia de EA aumenta casi exponencialmente con la edad hasta los 85 años de edad 
(Figura 1).  Un aumento constante exponencial de la incidencia de EA, a medida que avanza 
la edad sugiere que la enfermedad es una consecuencia inevitable del envejecimiento, 
mientras que una convergencia o una disminución en cierta edad puede sugerir que las 
personas de edad muy avanzada pueden haber reducido la vulnerabilidad, debido quizá a 
factores genéticos o ambientales. Varios estudios europeos observaron una mayor tasa de 
incidencia de la EA en mujeres que en hombres, especialmente entre los grupos de mayor 
edad, mientras que estudios en América del Norte no encontraron diferencia significativa 
entre sexos [3]. Diversos, estudios han confirmado que la incidencia de EA en países 
desarrollados es generalmente menor que en países subdesarrollados de América y Europa. 
Por ejemplo, la tasa de incidencia de EA entre personas mayores de 65 años fue 7.7 por cada 
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Figura 1. Incidencia específica por edad de la EA (por cada 1000 personas por año) entre continentes y países. 
*Incidencia de todos los tipos de demencia [3].  
1.3. Síntomas y etapas de la Enfermedad de Alzheimer 
La EA afecta a las personas de diferentes maneras, pero el síntoma más común comienza con 
una pérdida gradual de la capacidad para recordar nueva información. Esto ocurre debido a 
la interrupción de la función de las células cerebrales, comienza generalmente en las 
regiones del cerebro implicadas en la formación de nuevos recuerdos. Conforme se extiende 
el daño, los individuos experimentan otras dificultades [4]. La EA se puede dividir en cuatro 
etapas:  
Alzheimer temprano: Los problemas de memoria son típicamente uno de los primeros signos 
de advertencia de pérdida cognitiva, posiblemente debido al desarrollo de la EA. Algunas 
personas con problemas de memoria tiene una condición llamada deterioro cognitivo leve 
(MCI). Las personas con esta condición tienen más problemas de memoria que los normales 
para las personas de su edad, pero sus síntomas no son tan graves como los que se observan 
en personas con la enfermedad de Alzheimer. Las personas mayores con MCI, en 
comparación con aquellas sin MCI, llegan a desarrollar la EA. Otras características que 
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pueden señalar de las primeras etapas de la enfermedad de Alzheimer son una disminución 
en otros aspectos de la cognición, encontrar palabras,  asuntos espaciales de la visión, y 
alteración del razonamiento o el juicio. 
Alzheimer leve: Conforme la EA progresa, la pérdida de la memoria empeora, y los cambios 
en otras capacidades cognitivas son evidentes. Los problemas pueden incluir, por ejemplo, 
perderse, problemas para manejar dinero y pagar cuentas, repetir preguntas, tomar más 
tiempo para completar las tareas diarias normales, falta de criterio, poco humor y cambios 
de personalidad. Los pacientes a menudo son diagnosticados en esta etapa. 
Alzheimer moderado: En esta etapa, el daño se produce en las zonas del cerebro que 
controlan el lenguaje, el razonamiento, el procesamiento sensorial y el pensamiento 
consciente. La pérdida de memoria y confusión empeoran, y la gente comienza a tener 
problemas para reconocer familiares y amigos. Pueden ser incapaces de aprender nuevas 
cosas, llevar a cabo tareas que implican varios pasos (como vestirse), o hacer frente a las 
nuevas situaciones. Ellos pueden tener alucinaciones, delirios y paranoia, y pueden 
comportarse de manera impulsiva.  
Alzheimer severo: En la etapa final, las placas y los ovillos se han extendido por todo el 
cerebro y el tejido cerebral se ha reducido significativamente. Las personas con Alzheimer 
severo no pueden comunicarse y dependen completamente de otros para su cuidado. Cerca 
del final, la persona puede estar en la cama la mayor parte o todo el tiempo [4, 15, 16]. 
Cuando un individuo tiene dificultades de moverse a causa de la EA, ellos se vuelven más 
vulnerables a infecciones, incluyendo neumonía. La muerte suele producirse en general por 
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Figura 2. Etapas de la EA. Conforme la EA progresa, los ovillos neurofibrilares se extienden por todo el cerebro 
(se muestra en azul). Las placas también se extienden por todo el cerebro, a partir de la neocorteza. Por la 
etapa final, el daño está muy extendido, y el tejido cerebral se ha reducido significativamente [16].  
1.4. Clasificación de la Enfermedad de Alzheimer  
La EA es una entidad con heterogeneidad genética y clínica. Existen dos formas de EA 1) EA 
Familiar (EAF), en donde la mayoría de los casos los genes causan directamente la 
enfermedad. Estos casos son muy raros y se han identificado en un número relativamente 
pequeño de familias con muchas personas afectadas en varias generaciones. 2) EA 
esporádico, los genes no causan directamente la enfermedad, pero pueden influir en el 
riesgo de desarrollarla. La palabra esporádica se refiere al hecho de que estos casos se 
presentan de manera menos predecible y por lo general en un menor número de miembros 
de la familia afectados. Esta es la forma más común de la enfermedad [18].   
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La EAF es relativamente rara, representa menos del 10% de los casos y tiene un patrón 
autosómico dominante. Las mutaciones en los genes de la proteína precursora de amiloide 
(APP), la presenilina-1 (PSEN1) y presenilina-2 (PSEN2) causan la mayoría de los casos de 
enfermedad de Alzheimer familiar [19, 20]. Los genes PSEN1 YPSEN2 son genes asociados a 
la maquinaria proteolítica que se encarga del procesamiento de la APP, y apoyan la hipótesis 
amiloide, ya que todas las mutaciones en estos genes conducen a un aumento de la 
producción del péptido Aβ1-42 y, por lo tanto, a la amiloidosis temprana del cerebro. La 
aparición ocurre a una edad temprana (EA de inicio temprano EAOD) desde los 30 a los 60 o 
65 años, caracterizada por el deterioro cognitivo asociado con otros signos neurológicos tales 
como la espasticidad, trastornos de control motor, ataxia y convulsiones [17, 21]  
En las formas esporádicas los síntomas tienen una aparición tardía, sobre los 60 años (LOAD). 
En total, más del 90% de los pacientes con la EA parecen presentar la enfermedad de tipo 
esporádico [22]. Una gran proporción de estos casos tienen antecedentes familiares de 
demencia lo que sugiere un fuerte componente genético. El gen de susceptibilidad mejor 
estudiado para la EA esporádico es APOE, que es responsable de la producción de una 
proteína que transporta colesterol y otras grasas en el cuerpo. El gen APOE tiene tres 
variantes comunes ε2, ε3 y ε4, los cuales difieren en la codificación para dos aminoácidos en 
la posición 112 y 158. Los genotipos APOE ε2/ε4 o ε3/ ε4 presentan un incremento en el 
riesgo de 3 veces superior a desarrollar la EA, y el genotipo APOE ε4/ ε4 incrementa el riesgo 
aproximadamente 15 veces.  Se sugiere que las variantes alélicas APOE pueden estar 
involucradas en la degradación o eliminación de Aβ del cerebro [23-25]. Los genes 
relacionados con la EA están localizados en 4 diferentes cromosomas (Tabla 1). Por otra 
parte, el antecedente de un familiar cercano diagnosticado con EA incrementa el riesgo de 





 Identificación de regiones clave en el proceso de agregación   




Tabla 1. Genes relacionados con la EA* 
Edad de Inicio Gen Cromosoma Herencia 
Enfermedad de Alzheimer de Inicio Temprano (EOAD) 
28-50 PSEN1 14q24.2 Autosómica 
Dominante  
40-50 PSEN2 1q42.13 Autosómica 
Dominante 
55-65 APP 21q21 Autosómica 
Dominante 
Enfermedad de Alzheimer de Inicio Tardío (LOAD) 
≥65 APOE 19q13.32 Esporádico 
*Tabla Modificada [17, 21]. 
Aparte de la diferencia en la edad de inicio, la enfermedad de Alzheimer familiar de aparición 
temprana y el tipo esporádico de aparición tardía son difíciles de distinguir clínica y 
patológicamente. No hay un gen particular que garantiza el desarrollo de la enfermedad. Sin 
embargo, una ligera variación en ciertos genes puede influir para determinar si alguien es 
más o menos susceptible a la enfermedad. Por lo tanto, la aparición de la enfermedad de 
Alzheimer puede representar una vía común de la neurodegeneración, que puede ser 
iniciada por uno de varios factores diferentes, incluyendo las mutaciones de genes 
individuales o una combinación de los efectos genéticos y ambientales [17]. 
1.5. Características histopatológicas  
Las principales características neuropatológicas de la EA son la presencia de ovillos 
neurofibrilares intracelulares y placas amiloides extracelulares [26]. Las placas son depósitos 
de fibrillas y agregados amorfos del péptido beta amiloide (Aβ) los depósitos difusos de Aβ 
también están presentes en altas cantidades. Los ovillos neurofibrilares son agregados 
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intracelulares fibrilares de la proteína tau asociada a microtúbulos que exhibe la 
hiperfosforilación y modificaciones oxidativas [27]. 
1.5.1. Ovillos neurofibrilares  
Los ovillos neurofibrilares (NFTs) son agregados intraneuronales de proteína tau 
hiperfosforilada y mal plegada. La proteína tau es una proteína axonal que en su estado 
normal se une a los microtúbulos y tiene un papel esencial en su montaje y estabilidad; los 
agregados se convierten en extraneuronales cuando las neuronas afectadas mueren [28, 29].  
Los NFTs también se pueden encontrar en pacientes sin demencia, limitado a las estructuras 
temporales mediales, no son específicos de la EA, ya que también están presentes en otras 
enfermedades neurodegenerativas esporádicas y familiares como la parálisis progresiva 
supranuclear (PSP) y degeneración corticobasal [29].   
1.5.1.1. Tau  
A mediados de 1980, una serie de laboratorios descubrió que la principal proteína que 
compone los NFTs era la proteína asociada a los microtúbulos, tau [30-32]. Tau normalmente 
estabiliza los microtúbulos, siendo esencial para el transporte axonal y por ende para la 
función neuronal [33]. Además de regular el ensamblaje de los microtúbulos, Tau participa 
en la polimerización de los microtúbulos [34], la regulación del diámetro axonal [35], 
regulación del transporte axonal [36], neurogénesis y el establecimiento de la polaridad 
neuronal en el desarrollo [37]. Además, tau participa en la regulación de las vías de 
señalización, al actuar como un andamio de proteína.  
El gen que codifica para tau consta de 16 exones y está localizado en el cromosoma 17q21 
[38]. A través del corte y empalme alternativo, se generan seis isoformas de tau en el SNC, 
que varían desde 352 a 441 aminoácidos de longitud. Estas isoformas se diferencian entre sí 
en la presencia o la ausencia de los exones 2, 3 y 10. Las combinaciones de estos exones son 
las que originan las seis isoformas. El tipo de isoforma que agrega en cada tipo de 
enfermedad neurodegenerativa es relativamente específico; así, mientras en la EA las 6 
isoformas forman parte de los NFTs, en la PSP solamente se observan las isoformas que 
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contiene el exón 10 [39]. La proteína tau se puede dividir en tres dominios: una región ácida 
en el extremo N-terminal, un dominio rico en prolina y un dominio de unión a microtúbulos 
(Figura 3) [40]. La transcripción alternativa de los exones 2, 3 y 10 modifica la presencia de 
repeticiones en el extremo N-terminal de tau y el número de dominios de repetición de unión 







Figura 3. Representación esquemática de los dominios funcionales de la isoforma más grande (441 aminoácidos). 
El dominio de proyección, que incluye una región ácida y una región rica en prolina, interactúa con elementos 
del citoesqueleto para determinar el espaciado entre los microtúbulos en los axones. El extremo N-terminal 
también está implicado en las vías de transducción de señal mediante la interacción con proteínas tales como 
PLC-γ y Src-quinasas. El extremo C-terminal, conocido como el dominio de unión a microtúbulos, regula la tasa 
de polimerización de los microtúbulos y está implicado en la unión con las proteínas funcionales, tales como 
PP2A o PSEN1 [42].  
La fosforilación de proteínas es la adición de un grupo fosfato, por esterificación, a uno de 
los tres aminoácidos diferentes: serina, treonina y tirosina. La fosforilación después de la 
traducción es la modificación más común de tau, un aumento de la fosforilación de tau 
reduce su afinidad por los microtúbulos lo que conducen a la desestabilización del 
citoesqueleto. La fosforilación de la proteína tau afecta su solubilidad, localización, función, 
interacción con otras proteínas y la susceptibilidad a otras modificaciones postraduccionales.  
Tau es hiperfosforilada anormalmente en más de 30 sitios en la EA. La fosforilación de tau 
en Ser-262, Thr-231 y Ser-235 inhibe su unión a mucrotúbulos un 35, 25 y 10% 
respectivamente [43].  
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En condiciones patológicas, como en el caso de EA, la fosforilación anormal de tau disminuye 
su capacidad de unión a los microtúbulos, lo que no solo conduce a la desorganización de 















Figura 4. Tau hiperfosforilada. Tau hiperfosforilada se disocia de los microtúbulos, haciendo que se 
despolimericen, mientras que tau se deposita en los agregados tales como NFTs [46].  
1.5.2. Placas amiloides 
Las placas amiloides, que igualmente pueden ser encontradas durante el envejecimiento 
normal pero en mucha menor cantidad (1,000 veces menos), son también llamadas 
neuríticas debido a que comúnmente poseen numerosas neuritas distróficas distribuidas 
hacia la periferia del centro amiloideo. Se encuentran en cerebros de los ancianos normales 
no dementes, característicamente carecen de componentes neuríticos asociados a la 
proteína amiloide [47]. Las placas amiloides descritar por Alois Alzheimer se forman por la 
acumulación anormal extracelular y deposición del péptido Aβ de 40 o 42 aminoácidos (Aβ40 
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y Aβ42), dos bioproductos normales del metabolismo de la APP después de su escisión 
secuencial por las secretasas β y γ en las neuronas [28]. Se han descrito cuatro tipos 
principales de placas seniles: difusa, primitiva, clásica y quemada (“burned-out”) [48-51].  
Placas difusas: Las placas difusas son agregados amorfos del péptido Aβ  con apariencia poco 
demarcada. Están formadas por una delicada red de finas fibrillas de filamentos de amiloide, 
sin neuritas degeneradas ni zona central de amiloide condensado [19, 52]. Solamente son 
visibles con técnicas inmunohistoquímicas y se hipotetiza que representa un estado 
temprano en la formación de las placas amiloides [29]. Este tipo de placas no se consideran 
para el diagnóstico patológico de EA porque se trata de un hallazgo relativamente común en 
el cerebro de personas mayores cognitivamente sanas. 
Placas primitivas: Están compuestas por depósitos extracelulares Aβ no fibrilar o 
escasamente fibrilar que las hace insolubles. Tiene una distribución más extensa de lo que 
se había apreciado inicialmente con tinciones convencionales de amiloide o de plata y son el 
subtipo más frecuente de placa. Este tipo de deposición temprana de Aβ se da en ancianos 
sin clínica de EA y en pacientes con síndrome de Down. Las placas comienzan a aparecer en 
un neurópilo aparentemente normal y preceden el desarrollo de otros componentes de 
placa, tales como neuritas distróficas o células gliales reactivas. Por estos motivos las placas 
primitivas representan los cambios morfológicos más tempranos en la secuencia patogénica 
de la EA.  
Placas clásicas: Están presentes en los estadios más avanzados de la enfermedad. Es un foco 
complejo de degeneración del neurópilo que contiene una región central de amiloide 
rodeada por astrocitos reactivos, microglía y axones degenerados.  
Placas “burned-out”: representan el estado terminal de la evolución de una placa particular 
en la que ha desaparecido el componente celular (no contiene neuritas anómalas asociadas). 
Sólo contiene una zona central de amiloide condensado [52].  
Estos tipos de placas representan diversos estadios de desarrollo, desde la forma de placa 
difusa, seguidos por estadios de placa primitiva y clásica, hasta la “burned-out”.  
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1.5.2.1. Proteína Precursora de Amiloide (APP) 
La APP es una proteína de membrana de tipo I altamente expresada en el cerebro y se 
concentra en la sinapsis neuronal [53, 54].  APP ha sido implicada en neuroprotección  y 
como un regulador del crecimiento neuronal, interacción célula-célula, célula-matriz y la 
plasticidad sináptica [55]. Sin embargo, los productos de su escisión de la vía amiloidogenica 
puede contribuir a la neurotoxicidad. APP comprende un grupo heterogéneo de polipéptidos 
ubicuos con un peso entre 110-140 kDa [56]. Esta heterogeneidad surge por el corte y 
empalme alternativo, resultando en tres principales isoformas de 695, 751 y 770 residuos, 
así como por una variedad de modificaciones postraduccionales, incluyendo glicosilación, 
sulfatación, y fosforilación. Las isoformas que contienen 751 o 770 aminoácidos se expresan 
ampliamente en las células no neuronales en todo el cuerpo y también se producen en las 
neuronas. Sin embargo, las neuronas expresan niveles mas altos de la isoforma 695, que se 
produce en muy baja cantidad en las células no neuronales [57].   
APP se puede dividir en tres dominios (Figura 5). El ectodominio de APP se localiza en el 
espacio extracelular (residuos 18 a 624, sin incluir el péptido señal). El dominio 
transmembrana hidrofóbico único seguido por un dominio intracelular corto (AICD, residuos 
649 a 695).  
1.5.2.1.1. Gen APP 
El gen APP humano, está localizado en el cromosoma 21, el cual contiene al menos 18 exones 
[58]. Se han identificado más de 25 mutaciones en APP causales de la forma hereditaria de 
EAF. Estas mutaciones provocan sustituciones de aminoácidos dentro del domino Aβ, 
además la mayoría de las mutaciones que causan EAF incrementan el procesamiento 
proteolítico de APP, incrementando la producción del péptido Aβ [54, 59-62].  Por otra parte, 
duplicaciones del gen APP también provocan EOAD con angiopatía amiloide cerebral.  
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APP es miembro de una pequeña familia de genes, que incluye APLP1 y APLP2 (humano), 
Appl (mosca), y APL-1 (lombriz). Todos codifican para proteínas de membrana tipo I con un 
gran dominio extracelular y una región citoplásmica corta que se someten a procesamientos 
similares. Cabe destacar, que sólo APP, pero no cualquiera de los otros genes relacionados 
con el APP, contiene la secuencia que codifica el dominio Aβ [53, 54, 63]. 
Figura 5. Estructura de APP y de sus fragmentos proteolíticos. A. Estructura de los dominios de la variante 
APP695. Dominios con estructuras atómicas conocidas (E1 y E2) y el TMD se muestran en el diagrama de cinta 
en un código de color azul (N-termina) a rojo (C-terminal). Las líneas discontinuas representan regiones 
estructuralmente desconocidas. Los sitios de escisión de secretasa y los productos de degradación respectivos 
están etiquetados. B. secuencia y fragmentos proteolíticos dentro de βCTF. Péptidos Aβ, el TMD (gris), y las 
secuencias fingerprints dentro de AICD están en código de color [64]. 
1.5.2.1.2. Mutaciones en APP incrementan la producción del Péptido Aβ 
Nueve mutaciones conocidas con cambio de sentido en APP han sido vinculadas con la EAF, 
las cuales aumentan la producción de Aβ. Una doble mutación en los dos aminoácidos que 
se encuentran inmediatamente antes del sitio de escisión de la β-secretasa induce aumento 
de escisión por β-secretasa lo que genera más Aβ40 y Aβ42. Las cinco mutaciones que ocurren 
en el sitio de escisión de la γ-secretasa en el dominio C-terminal mejoran selectivamente la 
producción de especies  Aβ42. Las dos mutaciones restantes que se encuentran en el Aβ 
podrían mejorar las propiedades de agregación del mismo, aunque esto sólo se ha 
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demostrado para la mutación E693Q que causa hemorragia cerebral hereditaria con 
amiloidosis de tipo Dutch [65]. Otra mutación interna (A692G) conduce a un fenotipo mixto 
de 1) Placas tipo EA y formación de ovillos asociados con demencia y 2) β-amiloidosis 
microvascular severa con  hemorragia cerebral ocasional [66]. 
1.5.2.1.3. Tráfico y procesamiento de APP 
APP es una proteína transmembrana que se transloca cotraduccionalmente en el retículo 
endoplásmico (RE) a través de su péptido señal y es modificada por N- y O-glicosilación, 
fosforilación y sulfatación de tirosina después de la traducción a través de la vía secretora 
[67]. Después de la clasificación en el RE y aparato de Golgi, APP se entrega al axón, donde 
es transportada mediante transporte axonal a las terminales sinápticas [68]. Solamente una 
pequeña fracción de moléculas de APP está presente en la membrana plasmática (se estima 
un ~10% basada en cultivos celulares con sobreexpresión de APP), mientras que la mayoría 
del APP en estado estacionario se localiza en el Golgi y TGN.  
En células no neuronales APP es internalizado después de minutos de la llegada a la superficie 
debido a la presencia del motivo de internalización YENPTY cerca del extremo C-terminal 
(residuos 682-687 de la isoforma 695). Posterior a la endocitosis, APP se entrega a los 
endosomas, y una fracción de las moléculas de endocitosis se recicla a la superficie celular. 
Cantidades medibles de APP internalizada también se someten a degradación en el lisosoma 
(Figura 6) [54].  
APP puede ser procesada por al menos tres proteasas denominadas α-, β- y γ-secretasa, las 
cuales participan en dos vías 1) la vía no amiloidogénica, proceso que no genera el péptido 
Aβ;  2) y la vía amiloidogénica, esta última da como resultado la producción del péptido Aβ 
(Figura 7) [54].   
Vía No Amiloidogénica: Como se puede observar en la figura 7 el dominio Aβ se extiende por 
la membrana celular. APP es escindido dentro del domino Aβ por la α-secretasa, liberando 
un fragmento extracelular (α-sAPP). La α-secretasa escinde a APP dentro del dominio Aβ, 
previniendo la liberación del polipéptido Aβ de longitud completa. El fragmento α-C-terminal 
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(α-CTF) es escindido por la γ-secretasa en la región transmembrana liberando un fragmento 












Figura 6. Tráfico intracelular de APP. Moléculas de APP (barras negras) maduran a través de la vía secretora 
constitutiva (paso 1). Una vez que APP llega a la superficie celular, es rápidamente internalizada (paso 2) y 
posteriormente endocitada y reciclada a la superficie celular (paso 3) o degradada en los lisosomas [54].  
Vía Amiloidogénica: En la vía amiloidogénica APP es primero escindida por la β-secretasa, en 
lugar de la α-secretasa, en la región N-terminal del dominio  Aβ, liberando un fragmento 
extracelular β-sAPP. La escisión por la β-secretasa es a lado del dominio Aβ, adjunta al 
fragmento β-CTF, el cual, posteriormente es escindido por la γ-secretasa liberando el péptido 
β-amiloide [69]. Ambas vías están activas en el metabolismo normal. La escisión de APP por 
la β-secretasa y γ-secretasa puede producir varias isoformas del péptido Aβ, de las cuales, 
las formas de 40 y 42 aminoácidos son las más comunes. 
Debido a la identificación del péptido Aβ en las placas amiloides, y a estudios genéticos que 
identificaron mutaciones en los genes de APP, PSEN1 y PSEN2 que conducen a la 
 Identificación de regiones clave en el proceso de agregación   




acumulación de Aβ y EOAD, se formuló la “Hipótesis de la Cascada Amiloide”. De acuerdo a 
la hipótesis amiloide la deposición del Aβ es la patología inicial que desencadena la 
enfermedad, lo que subsecuentemente conduce a la formación de NFTs, muerte neuronal y 










Figura 7. Metabolismo de la Proteína Precursora de Amiloide (APP). La escisión de APP se lleva a cabo a través 
de la competencia de α-secretasa y β-secretasa, que liberan fragmentos extracelulares solubles (α-sAPP y β-
sAPP). La escisión de la APP por α-secretasa tiene lugar en la región de Aβ, evitando así la liberación de la 
longitud completa Aβ; la escisión del fragmento resultante C-terminal (α-CTF) por la γ-secretasa libera un 
fragmento p3 inofensivo. Por el contrario, la escisión de la APP por la β-secretasa sale de la región Aβ unido al 
fragmento C-terminal (β-CTF); la posterior escisión por γ-secretasa libera diversas isoformas del péptido Aβ 
[29]. 
1.5.3. Hipótesis de la Cascada Amiloide 
Como ya se mencionó, dos observaciones clave resultaron en la formulación de la Hipótesis 
de la Cascada Amiloide (HCA). Primero, la detección del Aβ como el principal componente 
de las placas amiloides [71] y segundo, mutaciones de los genes APP [72], PSEN1, y PSEN2, 
las cuales se encontraron en familias con EOAD (EAF) [73, 74]. Como consecuencia de estas 
observaciones, la presencia del Aβ en las placas amiloides se interpretó como un efecto de 
estas mutaciones que subsecuentemente conducen a la muerte celular y demencia [70].  
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Figura 8. Hipótesis de la Cascada Amiloide [70] 
1.5.4. Péptido β-Amiloide 
El Aβ es un péptido de 4kDa, como ya se mencionó anteriormente el péptido Aβ se origina 
de la proteólisis de la APP por la acción secuencial de las enzimas β-secretasa y la γ-secretasa 
y su generación está relacionada con la patogénesis de la EA [75]. Debido a que la γ-secretasa 
corta sus sustratos en varias posiciones muy cercanas, el péptido Aβ es en realidad un grupo 
de péptidos que difieren en longitud en su extremo C-terminal. Los péptidos Aβ son 
productos naturales del metabolismo, y consisten de 36 a 43 aminoácidos [5]. La especie 
predominante producida es Aβ40. Una cantidad traza de Aβ42 es producida en un proporción 
de aproximadamente 99 a 1 [76].  
In vivo, Aβ es liberado como un péptido monomérico [77, 78], pero durante el 
envejecimiento normal o como resultado de un proceso de la enfermedad, Aβ se agrega en 
fibras que precipitan como placas en el parénquima cerebral. Este proceso se incrementa 
por un desbalance entre la producción, la eliminación y la agregación de los péptidos, un 
aumento en la concentración del péptido, alteración del pH, entre otros. Estudios in vitro 
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han demostrado que Aβ sintético puede agregarse espontáneamente en múltiples formas 
que contienen láminas-β [79-81]. Estas fibrillas Aβ pueden inducir distrofia neurítica [82-84] 
y la degeneración celular inducida por Aβ se produce debido a la estimulación de señales 
celulares inadecuadas [85-87]. 
1.5.4.1. Papel fisiológico del péptido Aβ 
A pesar del papel aparentemente negativo que presenta el Aβ en la EA, este péptido 
participa, de una forma que no ha sido explicada con exactitud en varias funciones celulares 
normales, por ejemplo:  
 En concentraciones fisiológicas puede actuar como factor neurotrófico y 
neuroprotector [88, 89]. 
 Se ha planteado que es regulador fisiológico de la función de canales iónicos (K+, Ca2+) 
en neuronas [90, 91] y que es secretado por algunas de estas células en respuesta a 
la actividad neuronal para regular negativamente la transmisión sináptica excitatoria 
[92]. 
 Se ha propuesto que los depósitos de Aβ pueden atrapar iones metálicos 
potencialmente peligrosos [93, 94].  
 Concentraciones nanomolares del péptido pueden bloquear la apoptosis neuronal 
provocada por la ausencia de factores tróficos [95]. 
El Aβ posee una alta afinidad por Cu2+ y Zn2+ y también puede catalizar la dismutación del 
radical superóxido (O2-) a H2O2, actuando entonces como antioxidante [96, 97].  
Algunos grupos de estudio han mostrado que el número de placas de Aβ en la corteza 
cerebral están correlacionadas inversamente con el estrés oxidativo [98, 99], por lo que 
cuando la concentración del Aβ se incrementa, el daño citoplasmático disminuye.  
Sin embargo, a pesar de que se han aislado oligómeros solubles del Aβ tanto de cerebros 
normales como de cerebros afectados por la EA [100]; los niveles del péptido soluble suelen 
ser mayores en pacientes con esta enfermedad que en sujetos sanos, siendo mayor la 
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proporción del péptido 1-42 que la del péptido 1-40 [101]. El péptido 1-42 es menos soluble 
que las otras isoformas del péptido, desarrolla fibrillas mucho más rápido [102] y promueve 
la agregación de formas más pequeñas como la 1-40.  
Varias líneas de evidencia sugieren que Aβ regula la actividad sináptica neuronal y que su 
acumulación en el cerebro causa una intrigante combinación de actividades aberrantes en la 
red neuronal y disminución sináptica [103]. La actividad neuronal aberrante puede 
desencadenar un ciclo vicioso aumentando la producción de  Aβ, la cual es regulada, al 
menos en parte, por la actividad neuronal [104]. 
1.5.4.2. Agregación  
Los agregados proteicos o “amiloides” se componen de diferentes proteínas, sin embargo, 
estas estructuras son similares desde el punto de vista morfológico y bioquímico. 
Desde un enfoque estructural, las proteínas presentes en este tipo de organizaciones se 
caracterizan por tener plegamiento del tipo β, favoreciendo la hidrofobicidad y la agregación 
en estructuras específicas denominadas hoja β-plegada [105]. Esta disposición 
conformacional, confiere a las proteínas resistencia a proteólisis, desnaturalización y a 
mecanismos generales de eliminación presentes en la célula. La formación de agregados del 
péptido Aβ es acompañada de una transición estructural desde una conformación de α-
hélice a hojas-β. Uno de los modelos más aceptados para la formación de estructuras 
amiloidogénicas es el de nucleación-polimerización [106]. Este modelo propone una cinética 
particular de forma sigmoide definida por dos fases. La primera de ellas, denominada fase 
de retardo o lag phase, involucra los primeros eventos de formación de “núcleos” o 
“semillas” de polimerización a expensas de intermediarios solubles. La formación de estas 
pequeñas estructuras oligoméricas da paso a la segunda fase en este proceso (o fase 
exponencial), donde el reclutamiento exponencial de nuevas unidades a los agregados 
previamente formados, resulta en una gran carga de estructuras amiloides, las cuales se 
distribuyen en un amplio espectro de organizaciones como pequeños oligómeros, 
protofibras, fibras y, en algunos casos, placas amiloides. 
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A pesar de la relación existente entre este tipo de agregados y el desarrollo de la 
enfermedad, los mecanismos por los que se produce el típico daño celular en esta patología 
son un tema controvertido. Sin embargo, estudios recientes sugieren que los oligómeros 
solubles serían las especies más tóxicas [107].  
1.5.4.3. Oligomerización  
Los amiloides insolubles no son los únicos productos de la agregación del péptido Aβ. Aparte 
de las fibrillas, el péptido se convierte fácilmente en diversos estados oligomericos, los cuales 
son los candidatos más confiables para inducir los síntomas tempranos en la EA, así como el 
deterioro de la transmisión neuronal [108, 109].  
Durante la fase de nucleación, monómeros solubles Aβ se asocian en forma de diferentes 
tipos de oligómeros no fibrilares, desde oligómeros de bajo peso molecular tales como 
dímeros o trímeros a grandes combinaciones globulares compuestas por cientos de 
monómeros y formas pre-fibrilares en las que grandes oligómeros se empiezan a combinar 
para formar fibrillas (Figura 9).  
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Figura 9. Los oligómeros Aβ son los ensambles neurotóxicos clave en la EA. La forma nativa del péptido Aβ es de 
un monómero desplegado. Sin embargo, en respuesta a varios estímulos, incluyendo la concentración elevada, 
el Aβ se somete a cambios conformacionales complejos para formar oligómeros intermediaros o fibrillas 
competentes. Se pueden formar una variedad de oligomeros, que pueden incluir formas de bajo peso molecular 
(dímeros y trímeros), globulomeros, hexámeros o dodecameros (Aβ*56), especies de alto peso molecular tales 
como Ligandos difusibles de amiloide (ADDLs) y protofibrillas anulares (APFs). Algunos oligómeros son estables, 
pero otros siguen sufriendo cambios conformacionales y agregación para formar protofibrillas y fibrillas. Las 
fibrillas Aβ son insolubles y se depositan dentro de las placas seniles. Los oligómeros Aβ son solubles y 
representan la especie neurotóxica en la EA [107].   
A continuación se mencionan algunas características de estos oligómeros:   
Dímeros: Los dímeros Aβ probablemente son la especie oligomérica mas estudiada. Son 
estables en SDS,  los niveles en el cerebro son elevados en modelos de ratón con EA y en 
sujetos con EA. 
En modelos animales de EA tales como Tg2576 y J20, se pueden encontrar dímeros en 
extractos de proteínas solubles a los 10-12 y 10-14 meses de edad, respectivamente. 
Curiosamente, estas edades corresponden a la deposición de las placas amiloides en zonas 
corticales, lo que sugiere que los dímeros Aβ y las fibrillas Aβ están relacionadas entre sí.  
En estudios en humanos, aparentemente los dímeros sólo se encontraron en cerebros de 
sujetos con EA. 
Trímeros: Los trímeros son la especie más abundante producida y secretada por neuronas en 
cultivo. Es posible que esta preferencia se deba al requerimiento de menor energía para 
formar trímeros o a la ausencia de una proteína chaperona “X” que permite la conversión a 
dímeros. Los trímeros se han encontrado en tejido cerebral de Tg2576 desde el día 
embrionario 14  y persisten durante toda la vida. En humanos los trímeros se han encontrado 
desde el primer año de edad, en contraste con los dímeros los cuales no se detectan en 
sujetos hasta los 50-60 años de edad. 
Es importante destacar que cuando se comparan las líneas Tg5469 y Tg2576, las cuales 
expresan cantidades iguales de APP humana pero muy diferentes niveles de Aβ debido a la 
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presencia de la mutación Swedish en la última línea, los trímeros no pudieron observarse 
fácilmente en cerebros de Tg5469. Esto sugiere que la formación de trímeros in vivo parece 
depender de los niveles de producción de Aβ. Los hallazgos sugieren que los trímeros son las 
primeras especies oligoméricas producidas y secretadas por las neuronas.  
Aβ*56: El descubrimiento de Aβ*56 derivó de la observación del deterioro cognitivo en 
Tg2576, el cual inicia a los 6 meses de edad, cuando Aβ*56 aparece por primera vez [110, 
111]. 
Contrario a los dímeros y trímeros, los cuales pueden ser detectados in vitro, Aβ*56 no se 
detecta en extractos de proteínas celulares de neuronas cultivadas o en medio condicionado 
indicando que no se producen ni secretan por neuronas primarias.  Este hallazgo sugiere que 
este ensamble requiere de un co-factor “X”, presente en tejido cerebral, para promover su 
formación. Además, el envejecimiento debe regular la expresión de este co-factor “X” 
explicando la acumulación repentina de Aβ*56 en cerebro de Tg2576 de 6 meses de edad.  
ADDLs: se sabe que son un potente inhibidor de la potenciación a largo plazo (LTP), la cual es 
una intensificación duradera en la transmisión de señales entre dos neuronas que resulta de 
la estimulación sincrónica de ambas. Se han relacionado con pérdida de la sinapsis y la falta 
de memoria en modelos transgénicos de ratón con EA.   
Globulómeros: alteran la función mitocondrial e inhiben los canales de calcio presinápticos 
P/Q.  
Protofibrillas anulares (APFs): alteran la capacidad neuronal, bloquean in vitro la LTP, causan 
pérdida de memoria y fomentan la fosforilación de Tau [110, 111].  
1.5.4.4. Efecto de la secuencia del péptido Aβ sobre su agregación y citotoxicidad 
La agregación y toxicidad del péptido Aβ está altamente correlacionada con su secuencia y 
estructura [112, 113]. El efecto de la secuencia del péptido en su agregación y toxicidad se 
ha estudiado usando diferentes fragmentos Aβ o péptidos Aβ truncados [114]. En general, 
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se ha identificado a los residuos 17-21, 30-35 y 41-42 como regiones importantes para la 
agregación y neurotoxicidad [113, 115].  
Se sabe que mutaciones dentro de la secuencia del péptido afectan su agregación. Existen 
“variantes de secuencia aminoacídica” que representan mutaciones patogénicas asociadas a 
la EAF, las cuales generalmente resultan en acumulaciones amiloides masivas en el cerebro 
[65]. De las mutaciones relacionadas con EAF, la variante Flemish (A21G) se caracteriza por 
una menor propensión a formar agregados [116]. En contraste, las variantes Dutch (E22Q), 
Arctic (E22G), Italian (E22K), y Iowa (D23N) conducen a una formación acelerada de 
protofibrillas [116, 117].  
Se ha reportado que una sola mutación de Ala del Aβ causa diferencias en la estabilidad 
estructural del péptido, sin inhibir la agregación por completo [118]. Por lo que se han 
producido mutantes sintéticas con el fin de identificar residuos clave que afecten la 
agregación y citotoxicidad del péptido. Gracias a ello se han reportado mutantes tales como 
L17A y F19A, las cuales reducen la agregación y citotoxicidad no solo del péptido Aβwt, sino 
también de mutantes relaciones con EAF como Artic [119, 120].  
Los efectos patogénicos del Aβ se han atribuido al tramo hidrofóbico C-terminal de 14 
aminoácidos, la cual se ha pensado es la semilla de la agregación [106]. Dentro de esta región, 
tres motivos de repetición GxxxG que abarca los residuos G25 a G37 promueve la agregación 
del péptido independientemente de la identidad de los residuos hidrofóbicos en la posición 
“x” [121].  
La sustitución de G33 o G37 por leucinas previene la fibrilación del péptido Aβ1-40 y 
desestabiliza la estructura fibrilar [122]. De forma similar, fue descrito que la sustitución de 
glicina por leucina de péptidos sintéticos  decrecen los niveles de dímeros y trímeros en 
solución y causa una reducción de la toxicidad [122, 123].  
Otro residuo muy importante relacionado con la neurotoxicidad del péptido es la Metionina 
35, el cual se ha implicado en el estrés oxidativo causado por la EA. Existen datos 
contradictorios con respecto al papel de la Met35 en la neurotoxicidad del Aβ, diversas 
investigaciones sugieren que es de suma importancia en la química redox del mismo [124]. 
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La sustitución de Met35 por valina incrementa la toxicidad del péptido comparada con el 
péptido silvestre, mientras que un residuo que no sea isoleucina o cisteína la disminuye 
[125].   
1.5.4.5. Péptido Aβ25-35 
La síntesis de grandes péptidos, especialmente péptidos con capacidad de agregarse, es 
costosa y difícil. En consecuencia, una dirección importante para estudiar la formación 
amiloide ha surgido a partir de la utilización de fragmentos de péptidos [126]. 
El péptido Aβ25-35 es el péptido más corto que retiene su actividad biológica comparada con 
el péptido de longitud completa Aβ1-42 [127, 128]. Además, el Aβ25-35  está presente en las 
placas seniles y en neuronas dañadas del hipocampo en cerebro de pacientes con EA, pero 
no en sujetos control emparejados por edad. Ciertas formas de Aβ1-40 pueden ser convertidas 
a Aβ25-35  por proteasas del cerebro [129].  
La estructura del fragmento 25-35 determina la alta toxicidad de los péptidos anormales. 
Debido a estas características, el Aβ25-35  es utilizado con frecuencia en los laboratorios para 
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La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo y la forma más frecuente 
de demencia senil. Con el incremento en la esperanza de vida, la prevalencia de demencia 
aumentará a nivel mundial, por lo que representa un desafío cada vez mayor para la salud 
pública. 
Hasta ahora, diversos estudios han propuesto a la hipótesis amiloide como la causa etiológica 
de la enfermedad. Por lo anterior, prevenir el ensamble del péptido Aβ en oligómeros tóxicos 
o fibrillas es el objetivo principal de diversas estrategias terapéuticas. 
Es por eso que el presente trabajo pretende identificar regiones clave para la citotoxicidad y 
agregación del péptido las cuales puedan ser blanco de fármacos o empplearse para evitar 
la agregación de los mismos. 
 
HIPOTESIS 
Las mutantes Aβ(K28A), Aβ(A30W) y Aβ(M35C) tienen un distinto patrón de formación de 
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3.1. OBJETIVO GENERAL  
Estudiar la agregación y citotoxicidad del péptido Aβ y sus mutantes.  
 
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 
1. Determinar las cinéticas de agregación de los péptidos silvestres y mutantes. 
2. Determinar el efecto que ejercen los péptidos mutantes en la agregación de los 
péptidos silvestres.  
3. Determinar el peso molecular de los agregados amiloides. 
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4.1. REACTIVOS  
4.1.1. Solubilización del péptido Aß  
 Agua milliQ  
 NaOH (Sigma Aldrich)  
4.1.2. Cinéticas de agregación  
 PBS 1x 
 Tioflavina T (ThT) (Sigma Aldrich) 
 1-Anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS)  
4.1.3. Tricina-SDS-PAGE y Western blot (WB) 
Reactivos para geles de poliacrilamida:  
 Acrilamida (SIGMA) 
 N-N metilen-Bis acrilamida (SIGMA) 
 Tris-Base (Amresco) 
 Tricina (BioRad) 
 SDS (Bio-Rad) 
 Buffer Tris-HCL 2.5M pH8.8 
 PSA (Bio-Rad) 
 TEMED (Bio-Rad) 
 Protein Dual Color Standards (Bio-Rad) 
 β-mercaptoeranol (Bio-Rad) 
 Azul de Coomassie (SIGMA) 
Reactivos para Western blot: 
 Metanol (J.T. Baker)  
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 Leche en polvo sin grasa (BioRad 170-6404) 
 Glicina (Amresco) 
 PBS 1X 
 Tween 20 (Bio-Rad) 
 Albúmina Sérica Bovina (BSA) (Bio-Rad) 
 Anticuerpo IgG anti Aβ25-35 de conejo (GenScript A00687-40) 
 Anticuerpo anti IgG de conejo conjugado con HRP (GenScript A00098) 
 Luminol para WB (Santa Cruz biotechnology, Inc) 
4.1.4. Cultivo y viabilidad celular 
 ApoTox-Glo Triplex Assay (Promega)  
Todos los reactivos de la marca Invitrogen-Gibco 
 Aminoácidos no esenciales (10mM 100X) 
 Dulbecco’s Modified Eagle Medium Advanced (Advanced DMEM) 
 L-Glutamina (200mM 100X) 
 Suero Bovino Fetal (FBS) 
 Tripsina –EDTA (0.25%) 
 Solución de antibiótico-penicilina-estreptomicina (100 UI/ml de penicilina G de sodio 
y 100 μl/ml de sulfato de estreptomicina)  
 Azul de Tripano (0.4%) (Gibco) 
4.2. MATERIALES  
4.2.1. Materiales de uso general 
 Micropipetas automáticas (Bio Pet) de volumen variable:  
0.5-10 μl, 20-200 μl y 100-1000 μl 
 Puntillas para micropipetas 
 Tubos eppendorf de 0.2, 0.6 y 2 ml 
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4.2.2. Cinéticas de agregación  
 Tubos Falcon de 50 ml 
 Microplacas de 96 pozos negras 
4.2.3. TRICINA-SDS-PAGE, Western blot 
 Cámara de electroforesis vertical y para electrotransferencia en condiciones 
humedad (Bio-Rad)  
 Membranas de PVDF de 0.45μ (General Electric)  
4.2.4. Cultivo celular 
 Pipetas serológicas estériles de 5 y 10 ml (Corning)  
 Placas Petri de 100 x 15 mm (Corning)  
 Placas de 96 pozos, tratadas, estériles, de fondo transparente (Corning)  
 Crioviales de 1.5 ml (Corning)  
 Cámara de Neubauer (Baxter Scientific Products)  
 Pipetas Pasteur (Corning)  
4.2.5. Material biológico. 
 Línea celular C-6 Glioblastoma de rata Wistar (Rattus norvegicus albinus). 
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Tabla 2. Lista de péptidos Aβ y secuencia de aminoácidos 
Péptido Aβ Secuencia de aminoácidos Marca 
Aβ35-25 MLGIIAGKNSG  GenScript 
Aβ25-35wt GSNKGAIIGLM GenScript 
Aβ25-35(K28A) GSNAGAIIGLM GenScript 
Aβ25-35(A30W) GSNKGWIIGLM GenScript 
Aβ25-35(M35C) GSNKGAIIGLC GenScript 














4.3.1. Equipo de uso general  
 Vortex Genie  
4.3.2. Solubilizarción y cinéticas del péptido  
 Sonicador ultrasonic processor 
 Baño de agua  
 GloMax®-Multi Detection System (Promega) 
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4.3.3. Cultivo celular  
 Campana de flujo laminar clase II tipo A2 (Nuaire) 
 Incubadora con agitación MaxQ4000 (Thermo Scientific)  
 Incubadora de CO2 (Nuaire)  
 Microscopio óptico invertido olympus CKX41 
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Para llevar a cabo los objetivos planteados en el presente proyecto de tesis, se realizó la 




Figura 10. Estrategia general del proyecto.  
 
5.1. Solubilización del péptido Aβ 
1. En campana de flujo laminar, a un vial con 1 mg del péptido liofilizado, se le adicionó 
con jeringa de insulina 200 μl de NaOH 2mM y 300 μl de agua miliQ. 
2. Se sonicó en baño de agua durante 15 minutos. Después se adicionaron 500 μl de 
agua miliQ. 
3. Finalmente, se hicieron alícuotas de 100 μl en tubos Eppendorf de 0.2 ml, se 
etiquetaron y almacenaron a -20°C hasta su uso.  
 
Determinar la cinética
de agregación de los
péptidos beta amiloide












Evaluar la citotoxicidad 
de los agregados en la 
línea celular C-6 de 
glioblastoma de rata 
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5.2. Cinéticas de agregación de cada péptido  
5.2.1. En presencia de Tioflavina T  
1. Los péptidos se diluyeron en PBS a una concentración de 10 μM. 
2. Se incubaron a 37°C en un periodo de 0 a 48 h. Pasado este tiempo se agregó 
Tioflavina T (ThT) a una concentración de 20 μM, y se incubó en oscuridad por 2.30 
minutos.  
3. Se leyó la florescencia por triplicado a una longitud de onda de 405 nm de excitación 
y un rango de 495-505 nm de emisión.  
La técnica se basa en el aumento de la fluorescencia de la ThT cuando ésta se intercala en 
las hojas beta de los agregados, por lo que el aumento de la fluorescencia se relaciona con 
la agregación del péptido en forma de agregados amiloides.   
5.2.2. En presencia de 1-Anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS)  
1. Los péptidos se diluyeron en PBS a una concentración de 10 μM. 
2. Se incubaron a 37°C en un periodo de 0 a 48 h. Pasado este tiempo se agregó ANS a 
una concentración de 50 μM, y se incubó 2.30 min en oscuridad. 
3. Se leyó la florescencia por triplicado a una longitud de onda de 365 nm de excitación 
y un rango de 410-460 nm de emisión.  
La técnica se basa en la capacidad del ANS de unirse a sitios hidrofóbicos expuestos de las 
proteínas lo que aumenta su fluorescencia indicando la formación de agregados sin orden 
de tipo no amiloide.  
5.3. Cinética de agregación de los péptidos wt en combinación de los péptidos mutados  
5.3.1. En presencia de ThT 
1. Los péptidos mutados se preincubaron a una concentración de 10 μM a 37°C durante 
48h. 
2. Una vez que se cumplió el tiempo, se mezclaron con el péptido wt en una relación de 
25:1 (wt:mutante).  
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3. Se incubaron a 37°C en un periodo de 0 a 48 h. 
4. Una vez cumplido el tiempo de incubación, se agregó ThT a una concentración de 20 
μM, se incubó 2.30 min en oscuridad, y se leyó la fluorescencia por triplicado a una 
longitud de onda de 405 nm de excitación y un rango de 495-505 nm de emisión. 
5.4. Western-blot (WB)  
5.4.1. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (TRICINA-SDS-PAGE) 
1. Se incubaron 3.5 μg de los péptidos silvestres y mutantes durante 48h a 37°C. Para 
las mezclas se preincubaron 3.5 μg de los péptidos mutantes, posteriormente se 
mezclaron con los péptidos silvestres en una relación de 25:1 (2.2 μg: 0.09 μg, 
silvestre:mutante) y se incubaron a 37°C durante 48h.  
2. Se prepararon minigeles de poliacrilamida al 15% de un grosor de 0.75 mm (ver 
anexos). 
3. Se adicionó en cada pozo el péptido con buffer de carga en una relación de 1:1. 
4. Se realizó el corrimiento electroforético a 80 V durante 30 min y después a 100 V 
durante 3 h. 
5.4.2. Electrotransferencia 
1. Se recortó la membrana Hybond-P PVDF (General Electric) con dimensiones de 6x8 
cm y se sumergió en metanol al 100 % por 30 seg. 
2. Se colocó la membrana PVDF, dos esponjas y cuatro piezas de papel filtro en buffer 
de transferencia por 5 min.  
3. Después de la electroforesis se retiró el gel de la cámara de electroforesis y se 
desechó el gel concentrador.  
4. Se abrió el casete de transferencia y se preparó el sándwich de transferencia 
partiendo del panel negro con cuidado de remover las burbujas de aire:  
a. Una esponja 
b. Dos papel filtro 
c. Gel poliacrilamida  
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d. Dos papel filtro  
e. Una esponja 
5. Se cerró el casete de transferencia y se insertó en la cámara de electroforesis.  
6. Se insertó la unidad de refrigeración y se llenó con el buffer de transferencia.  
7. La transferencia se llevó a cabo durante 2h a 100 V a 4°C. 
5.4.3. Bloqueo e incubación  
1. La membrana se incubó con buffer de bloqueo durante toda la noche a 4°C en 
agitación. 
2. Después se realizaron 4 lavados con Buffer de lavado durante 5 min por cada lavado 
en agitación.  
3. Se incubó la membrana con el anticuerpo primario IgG de conejo anti Aβ25-35 (1:1000) 
por 10 h a 4°C en agitación.  
4. Se lavó la membrana 4 veces con buffer de lavado durante 5 minutos por cada lavado 
en agitación.  
5. Posteriormente, la membrana se incubó con el anticuerpo secundario (Anti IgG de 
conejo conjugado con HRP, 1:1000) durante toda la noche a 4°C en agitación.    
6. La membrana se lavó 4 veces con buffer de lavado durante 5 minutos por cada lavado 
en agitación.  
7. Por último, se llevó a cabo el ensayo de quimioluminiscencia:  
a. Primero se secó el excedente del buffer de lavado y se humedeció la 
membrana en las soluciones de luminol para revelar.  
b. Se mezcló durante 1 min y se reveló en el ChemiDocTM (Bio-Rad). 
5.5. Viabilidad, citotoxicidad y apoptosis  
5.5.1. Cultivo de células C6 glioma de rata 
1. Se descongeló a temperatura ambiente un vial con células C6 de glioma de rata 
almacenadas a -80°C. 
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2. Se adicionó 1ml del vial de células C6 a una caja Petri de 100 x 15 mm conteniendo 
10 ml de medio DMEM advanced con 10% de SBF y se incubaron a 37°C y 5% de CO2. 
Al obtener una confluencia celular de 85 al 90%, se realizó un subcultivo.  
3. Se recuperaron todas las células utilizando una solución de tripsina-EDTA (para 
despegar las células de las placas) por 5 minutos y se neutralizó la reacción con 
DMEM-FBS al 10%. Las células se cuantificaron con azul de tripano en cámara de 
Neubauer.  
4. Conteo celular:  
a. En un tubo Eppendorf de 0.6 ml, se hizo una dilución 1:8 de células en medio 
de cultivo. Por lo tanto, se adicionaron 60 μl de medio más 10 μl de las células.  
b. Se agregaron 10 μl de azul de tripano al 0.4%, mezcló y colocó el volumen 
necesario en cámara de Neubauer para realizar el conteo celular.  
c. Se contaron los cuatro cuadrantes de las esquinas, se obtuvo el promedio del 
número de células contadas en los cuadrantes, y multiplicó de acuerdo a la 
siguiente formula:  
# de Células/ml= Promedio de células x 8 (factor de dilución) x 10,000 
5. Finalmente, se sembraron 15,000 células por pozo en placas negras de 96 pozos y se 
incubaron a 37°C, 5% de CO2. 
5.5.2. Ensayo de viabilidad, citotoxicidad y apoptosis de los péptidos Aβ en células C6 de 
glioma de rata 
Para medir la viabilidad, citotoxicidad y apoptosis se utilizó el kit ApoTox-GloTM Triplex Assay 
de Promega. El kit combina tres ensayos químicos (viabilidad, citotoxicidad y apoptosis) en 
un solo ensayo. La primera parte del ensayo mide simultáneamente dos actividades de 
proteasa; una es un marcador de viabilidad celular y la otra es un marcador de citotoxicidad. 
La actividad de proteasas de células vivas está restringida a células vivas intactas y es medida 
usando un fluorógeno, permeable, substrato peptídico (glicilfenilalanil-
aminofluorocoumarin; GF-AFC). El substrato entra a las células intactas, donde es escindido 
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por proteasas de células vivas para generar una señal de fluorescencia proporcional al 
número de células vivas. Estas proteasas se inactivan una vez que las células pierden la 
integridad de su membrana. Un segundo fluorógeno substrato peptídico impermeable (bis-
alanilalanil-fenilalanil-rodamina 110; bis-AAF-R110) es usado para medir la actividad de 
proteasas de células muertas, las cuales son liberadas desde las células que pierden la 
integridad de su membrana. Debido a que el bis-AAF-R110 es impermeable, no es escindido 
por células vivas. Los substratos GF-AFC y bis-AAF-R110 tienen diferentes espectros de 
excitación y emisión, por lo que pueden ser detectados simultáneamente.  
La segunda parte del ensayo usa el Caspase-Glo®Assay Technology proporcionando un 
sustrato de caspasa-3/7 luminógeno, el cual contiene el tetrapéptido DEVD, adicionando el 
reactivo bajo las condiciones establecidas por el fabricante, el substrato será escindido por 
caspasas generando una señal de luminiscencia, la cual es proporcional a la actividad de 
caspasas presente.  
1. Se sembraron 15,000 células por pozo en placas negras de 96 pozos y se les 
adicionaron 100 μl de medio DMEM advanced al 10% de SBF. 
2. Se incubaron durante 24 h a 37°C y 5% CO2. 
3. Después, se retiró el medio de cultivo y se adicionaron 100 μl de medio con o sin 
péptido Aβ (tabla 3) y de forma independiente albúmina y el péptido antisentido Aβ35-
25 ambos a una concentración de 40 μM. Esto se realizó por triplicado. 
4. Se incubó durante 24 h a 37°C y 5% CO2. 
5. Se adicionaron 20 μl del reactivo de viabilidad/citotoxicidad que contiene los 
sustratos GF-AFC y bis-AAF-R110 a cado pozo y se mezcló por 30 seg a 500 rpm.  
6. Se incubó por 30 min a 37°C. 
7. Una vez concluido el tiempo de incubación se midió la fluorescencia a las siguientes 
longitudes de onda:  
a. 400Ex/505Em (viabilidad)  
b. 485Ex/520Em (citotoxicidad)  
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8. Posteriormente, se adicionaron 100 μl del reactivo Caspase-Glo® 3/7 a cada pozo, y 
se mezcló por 30 seg a 500rpm. 
9. Se incubó por 30 min a temperatura ambiente. 
10. Finalmente, se midió la luminiscencia (activación de caspasas, un marcador de 
apoptosis).  
11. El blanco de la reacción fueron células sin tratamiento.  
12. Se graficaron los resultados obtenidos en Excel y en la gráfica se colocó en el eje de 
las abscisas el compuesto a evaluar y en el eje de las ordenadas el porcentaje de 
viabilidad (para el ensayo de viabilidad), las intensidad de florescencia (URF- para el 
ensayo de citotoxicidad) y la luminiscencia (URL-para el ensayo de apoptosis). 
 
Tabla 3. Tratamientos 
Tratamiento  
Blanco  Células sin tratamiento   
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6.1 Cinética de agregación de cada péptido  
6.1.1. En presencia de ThT 
Se investigaron las cinéticas de agregación de los péptidos Aβ25-35wt y Aβ1-40wt y de las 
mutantes Aβ(K28A), Aβ(A30W) y Aβ(M35C) usando el ensayo de unión a ThT,  las cinéticas 
se muestran en la figura 11. El péptido silvestre Aβ25-35 presentó una mayor cinética de 
agregación en comparación con las mutantes, mientras la mutante Aβ25-35(A30W) presenta 
la menor cinética de agregación. En la figura 11 se puede observar al péptido antisentido 
Aβ35-25 el cual no mostró un aumento en la fluorescencia de ThT, por lo que no se observa 
agregación, comprobando que para que un péptido forme agregados beta éste debe de 









Figura 11. Cinéticas de agregación de los péptidos Aβ25-35 en presencia de ThT. El péptido Aβ25-35wt presentó una 
cinética de agregación mayor comparado con las mutantes Aβ25-35(K28A), Aβ25-35(A30W) y Aβ25-35(M35C). 
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Las cinéticas de agregación de los péptidos Aβ1-40 en presencia de ThT se muestran en la 
figura 12. Los péptidos  Aβ1-40wt y Aβ1-40(K28A) presentaron una cinética similar, mientras 
que las mutantes Aβ1-40(A30W) y Aβ1-40(M35C) tuvieron una agregación mayor en 
comparación con el péptido Aβ1-40wt.  
 
Figura 12. Cinéticas de agregación de los péptidos Aβ1-40 en presencia de ThT.  
6.1.2. En presencia de ANS 
Los péptidos  Aβ25-35wt (figura 13) mostraron una intensidad de fluorescencia menor a una 
unidad, además no se observó una diferencia entre las cinéticas de los péptidos mutantes y 
el péptido silvestre.  
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Figura 13. Cinéticas de agregación de los péptidos Aβ25-35 en presencia de ANS. Los péptidos mostraron una 
intensidad de fluorescencia menor a una unidad.  
En el ensayo de unión a ANS de los péptidos Aβ1-40 se muestran resultados similares al ensayo 
de unión a ThT, sin embargo se observa una intensidad de fluorescencia mucho menor. Las 
cinéticas se muestran en la figura 14. 
 
Figura 14. Cinéticas de agregación de los péptidos Aβ1-40 en presencia de ANS.  
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6.2. Cinética de agregación de los péptidos wt en combinación de los péptidos mutados 
6.2.1. En presencia de ThT 
Al combinar el péptido Aβ25-35wt con los péptidos mutantes, cambió su cinética de 
agregación en presencia de ThT. En la figura 15 se muestran los resultados del péptido Aβ25-
35wt en combinación con las mutantes, como se puede observar, bajo las condiciones 
probadas, cuando el péptido silvestre se combinó con cada mutante su patrón de agregación 














La combinación del péptido Aβ1-40wt con las mutantes no mostró los mismos resultados. Bajo 
las condiciones probadas, la adición de las mutantes al péptido  Aβ1-40wt no cambió su 
cinética de agregación (figura 16).  
Figura 15. Cinéticas de agregación del péptido Aβ25-35wt 
en combinación de los péptidos mutados, ensayo de 
unión a ThT. El péptido Aβ25-35wt mostró un patrón de 
agregación similar al de las mutantes cuando se combinó 
con las mismas.  
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Después de 48h de incubación de cada uno de los péptidos y las mezclas de los péptidos 
silvestres con los péptidos mutantes, estos se analizaron mediante 
inmunoelectrotransferencia, previo corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida al 
15% en condiciones desnaturalizantes. Los péptidos se electrotransfirieron a membranas de 
PVDF y se incubó con un primer anticuerpo IgG anti Aβ25-35 de conejo y un segundo 
anticuerpo, Anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa. Los resultados obtenidos después 





Figura 16. Cinéticas de agregación del péptido Aβ1-40wt 
en combinación de los péptidos mutados, ensayo de 
unión a ThT. El péptido Aβ1-40wt no mostró cambios en 
su agregación al combinarse con las mutantes.  
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Figura 17. Western blot de los péptido Aβ1-40  y mezclas del péptido silvestre y mutados. Se cargaron 3.5 μg del 
control. Los péptidos se incubaron 48h en PBS.  
En la figura 17 se observa señal para el control Aβ1-40wt, el cual se cargó directamente sin 
tratamiento previo. La mutante Aβ1-40(M35C) mostró una banda intensa y cuando el péptido 
Aβ1-40wt se combinó con la mutante Aβ1-40(M35C) se observó un barrido a las 48h de 
incubación.  
Los péptidos Aβ25-35 se probaron bajo las mismas condiciones, no se observó ninguna banda, 
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Figura 18. Western blot de los péptido Aβ1-40  y mezclas del péptido silvestre y mutados. Se cargaron 3.5 μg del 
control. Los péptidos se incubaron 48h en PBS.  
 
Debido a los resultados obtenidos para los péptidos Aβ25-35 se realizó un dot blot, en la figura 
19 se muestra que todos los péptidos muestran señal después de ser revelados por 
quimioluminiscencia.  
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Figura 19. Dot blot. Se cargaron 3.5 μl de cada péptido. No hubo tratamiento previo.  
6.4. Ensayo de viabilidad, citotoxicidad y apoptosis de los péptidos Aβ en células C6 de 
glioma de rata 
Después de 24h del tratamiento sobre la línea celular C6 de glioma de rata, se analizó la 
viabilidad, citotoxicidad y apoptosis inducidas por los péptidos sobre las células. Los 







Figura 20. Viabilidad celular determinado por el kit ApoTox-GloTM Triplex Assay. (A) Viabilidad péptidos Aβ25-35. 
(B) Viabilidad péptidos Aβ1-40. Los péptido se preincubaron 48h a 40μM y las células se expusieron al 
tratamiento por 24h.  
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Tanto los péptidos silvestres como los péptidos mutados disminuyeron la viabilidad celular 
después de 24h de tratamiento. Mediante la prueba estadística de t de student (<0.05), se 
observó una diferencia significativa en la viabilidad celular para las mutantes Aβ(K28A) y 
Aβ(M35C) con respecto a los péptidos Aβ25-35wt y Aβ1-40wt. 
Los ensayos de citotoxicidad y apoptosis indican el daño que los péptidos inducen en las 
células. Los resultados de los péptidos Aβ25-35 se muestran en la figura 21A; la mutante Aβ25-
35(M35C) es el péptido que induce mayor citotoxicidad comparado con el péptido Aβ25-35wt.  
Los resultados de los péptidos Aβ1-40  (figura 21B) indican que a las 24h de tratamiento la 
mutante con mayor citotoxicidad sobre las células fue el péptido Aβ1-40(K28A), comparado 
con el péptido Aβ1-40wt.  
En la figura 21 se muestran los resultados del ensayo de apoptosis, el péptido Aβ25-35(M35C) 
(figura 21C) fue la mutante que induce mayor apoptosis comparado con el péptido Aβ25-35wt. 
Sin embargo, los resultados de viabilidad mostraron que tanto para los péptidos Aβ25-3 como 
para los Aβ1-40 las mutantes Aβ(K28A) y Aβ(M35C) disminuyeron de forma significativa la 
viabilidad celular, por lo que se debió ver un efecto citotóxico o apoptótico en los ensayo 
correspondientes. El hecho de que esto no se observara puede deberse a que los péptidos 
son muy tóxicos, por lo que a las 24h de tratamiento, los marcadores de citotoxicidad y 
apoptosis pueden degradarse; por lo tanto, es necesario probar los tratamientos a un menor 
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Figura 21. Citotoxicidad y apoptosis celular determinado por el kit ApoTox-GloTM Triplex Assay. (A) Citotoxicidad 
inducida por los  péptidos Aβ25-35. (B) citotoxicidad inducida por los péptidos Aβ1-40. (C) Apoptosis péptidos Aβ25-
35. (D) Apoptosis péptidos Aβ1-40. Los péptido se preincubaron 48h a 40μM y las células se expusieron al 
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Las principales características neuropatológicas de la EA son la presencia de ovillos 
neurofibrilares intracelulares y placas amiloides extracelulares [26]. Las placas resultan de la 
acumulación anormal extracelular y deposición del péptido Aβ de 40 o 42 aminoácidos (Aβ40 
y Aβ42), dos bioproductos normales del metabolismo de la APP después de ser procesada por 
la vía amiloidogénica, en donde es escindida secuencialmente por la β y γ secretasa en las 
neuronas [28]. 
 
Debido a la identificación del péptido Aβ como el principal componente de las placas 
amiloides, y a estudios genéticos que identificaron mutaciones en los genes de APP, PSEN1 
y PSEN2 que conducen a la acumulación de Aβ, se formuló la “Hipótesis de la Cascada 
Amiloide”, la cual propone que la deposición del Aβ es la patología inicial que desencadena 
la enfermedad, lo que subsecuentemente conduce a la formación de NFTs, muerte neuronal 
y demencia [70].   
 
La agregación y toxicidad del péptido Aβ están altamente correlacionadas con su secuencia 
y estructura [112, 113]. El efecto de la secuencia del péptido en su agregación y toxicidad se 
ha estudiado usando diferentes fragmentos Aβ o péptidos Aβ truncados [114]. Además, se 
han producido mutantes sintéticas con el fin de identificar residuos clave que afecten la 
agregación y citotoxicidad del péptido. 
 
Los resultados mostraron diferencias en la agregación de los péptidos mutados con respecto 
al Aβwt. Lo cual coincide con lo reportado por William et al. (2006), en los que se muestra 
que una sola mutación de Ala de la secuencia Aβ causa diferencias en la estabilidad 
estructural del péptido, pero no inhibe la agregación [118].  
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Cuando se mezcló Aβ25-35wt con las mutantes se observó una disminución en su agregación; 
sin embargo, este efecto no fue observado sobre el péptido Aβ1-40wt. El péptido Aβ1-40wt 
contiene 30 aminoácidos más que el péptido Aβ25-35wt. Se ha identificado a los residuos 17-
21, 30-35 y 41-42 como regiones importantes para la agregación [113, 115], por lo que las 
diferencias observadas en los resultados pueden deberse al efecto de estas regiones sobre 
la agregación del péptido.   
Shahnawas et al., realizaron mezclas de los péptidos Aβ1-40 y Aβ1-42 wild-type, Flemish y Dutch 
y evaluaron la agregación y citotoxicidad, observando que éstas cambiaban al aumentar la 
concentración del péptido Aβ1-40. Por lo tanto, en nuestro modelo es importante conocer 
si la relación entre los péptidos silvestres y mutados promueve diferentes patrones de 
agregación dependientes de la concertación.   
 
Como ya se mencionó la toxicidad del Aβ está altamente correlacionada con su secuencia y 
estructura [112, 113], lo que explica las diferencias observadas en la citotoxicidad de las 
mutantes y los péptidos silvestres. 
 
Los resultados mostraron que la mutación M35C afecta la agregación y citotoxicidad del 
péptido Aβ. Varadarajan et al., reportaron por primera vez que el aminoácido M35 tiene un 
rol importante en la citotoxicidad del péptido al asociarse con el estrés oxidativo. Por lo que 
hacen falta estudios estructurales para identificar el efecto que tiene el cambio de Met por 
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 Tanto las mutantes Aβ25-35 como Aβ1-40 mostraron diferentes cinéticas de agregación 
con respecto a su péptido wt.  
 
 Las mutantes Aβ25-35 disminuyeron la agregación del péptido Aβ25-35wt cuando se 
mezclaron en una relación de 25:1 (Aβwt:Aβmut). 
 
 La mutante Aβ1-40(M35C) mostró una mayor cinética de agregación, forma agregados 
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1. Realizar cinéticas de agregación, así como Western blot con una mayor 
concentración de péptido. 
2. Variar la relación en la concentración de las mezclas de los péptidos Aβwt y las 
mutantes. 
3. Evaluar la citotoxicidad de las mezclas de los péptidos Aβwt y las mutantes. 
4. Evaluar la citotoxicidad de los péptidos sobre la línea celular C6 de glioma de rata a 
un menor tiempo de exposición a los tratamientos. 
5. Realizar estudios estructurales (DC, MET) para evaluar los cambios conformacionales 
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Tabla 4. Preparación de PBS 1X: 
1X Cf 250 mL 500 mL 1000 mL 
NaCl 138 mM 2.015 g 4.03 g 8.06 g 
KCl 3 mM 0.055 g 0.11 g 0.22 g 
Na2HPO4 8.1 mM 0.2875 g 0.575 g 1.15 g 
KH2PO4 1.5 mM 0.05 g 0.10 g 0.20 g 
dH2O - cbp 250 mL cbp 500 mL cbp 1 L 
 
Tabla 5. Preparación PBS 10X 
1X Cf 250 mL 500 mL 1000 mL 
NaCl 1.380 M 20.15 g 40.3 g 80.6 g 
KCl 30 mM 0.55 g 1.1 g 2.2 g 
Na2HPO4 81 mM 2.875 g 5.75 g 11.5 g 
KH2PO4 15 mM 0.5 g 1.0 g 2.0 g 
dH2O - cbp 250 mL cbp 500 mL cbp 1 L 
 
Notas:  
Las soluciones 10X de PBS poseen un pH~6.8 que se corrige automáticamente a pH7.4 una 
vez llevadas a 1X. Por ello en el caso de las soluciones 10X, no es necesario ajustar el pH sino 
hasta que son llevadas a 1X. Las soluciones 1X no presentan variaciones de pH dependientes 
de temperatura.  
 
 Identificación de regiones clave en el proceso de agregación   




11.2. Cinéticas de agregación  
11.2.1. Preparación de Tioflavina T (ThT) 1mM. 
1. Pesar 0.016g de ThT. 
2. Disolver en 50 ml de agua MQ estéril.  
3. Filtrar con filtro 0.2 μ. Almacenar en oscuridad a temperatura ambiente.  
4. Estable durante un mes.  
11.2.2. Preparación de ANS 1mM. 
1. Pesar 0.016 g de ANS. 
2. Disolver en 50 ml de agua MQ estéril. 
3. Filtrar con filtro 0.2 μ. Almacenar en oscuridad a temperatura ambiente.  
4. Estable durante un mes.  
11.3. Preparación de geles de poliacrilamida Tricina-SDS-PAGE 
Para preparar 2 mini geles de 6x8cm se mezclan los siguientes reactivos:  
Tabla 6. Gel concentrador 4% 
Reactivo Volumen 
 Agua destilada  3.43 mL 
Poliacrilamida 0.66 mL 
Buffer Tris 2.5 M pH 8.8 0.76 mL 
TEMED 5.0 μL 
APS 150 μL 




Tabla 7. Gel separador 15% 
Reactivo Volumen 
 Agua destilada  0.29 mL 
Poliacrilamida 5.00 mL 
Buffer Tris 2.5 M pH 8.8 4.6 mL 
TEMED 6.0 μL 
APS 100 μL 
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Tabla 8. Buffer de corrida 
Reactivo Cantidad 
Tris base 3.03 g 
Tricina 4.5 g 
SDS 0.5 g 
dH2O cbp 1 L 
* Almacenar a 4°C 
 
Tabla 9. Buffer de carga 
Reactivo Cantidad  
Tris-HCl 100 mM pH6.8 5 mL 
SDS 0.05 g 
2-mercaptoetanol 0.2 g 
Azul de Commasie 0.001 g 
Glicerol 1.2 mL 
*Almacenar a -20°C
11.4. Preparación de soluciones para Western blot 
Tabla 10. Buffer de transferencia  
Reactivo Cantidad 
Tris base 3.03 g 
Glicina 14.4 g 
Metanol  200 mL 
dH2O cbp 1 L 
*Almacenar a 4°C 
Tabla 12. Buffer de lavado 
Reactivo Cantidad 
Tween 20 0.5 mL 
PBS 1 L 
*Almacenar a 4°C 
 
Tabla 11. Buffer de bloqueo 
Reactivo Cantidad  
PBS 1X 100 mL 
Leche en polvo sin grasa 5 g 
*Almacenar a 4°C 
 
Tabla 13. Buffer de disolución de 
anticuerpo primario  
Reactivo Cantidad 
Buffer de lavado 15 ml 
BSA 0.15 g 
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11.5. Cultivo celular  
Tabla 14. Componentes para suplementar Medio DMEM Advanced al 10% SBF:  
 Componentes Volumen 
Medio aDMEM   500 ml  
Suero bovino fetal (SBF o FBS)  50 ml  
Aminoácidos No esenciales  5 ml  
Antibiótico (Penicilina/estreptomicina)  5 ml  
 
L-Glutamina  5 ml 
 
 
